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１．論文内容の要旨  
 
 凝集剤は、水中の懸濁質を除去するために、上下水道や食品製造等、様々な
分野で幅広く使用されており、日本だけで年間 300億円を超える大きな市場を
形成している。主としてポリ塩化アルミニウム(PAC)や硫酸アルミニウム（硫酸
バンド）に代表される無機系凝集剤が大量に使用されているが、近年では脱水
性の良好なポリアクリルアミドやポリイミド等の合成高分子系の凝集剤の使用
も増加している。これらの化学系凝集剤は金属や非生分解性物質が主成分であ
るため、それらを含む化学性汚泥が大量に発生する。また、PACや硫酸バンド
は、アルツハイマー病の原因の疑いのあるアルミニウムを大量に含み、また、
ポリアクリルアミドについては、製品に残留するモノマーの毒性や発ガン性が
指摘されている。このような問題から、将来的には、これらの化学系凝集剤は、
安全かつ環境低負荷なものに代替されるべきと考えられる。一方、生物由来の
バイオ凝集剤は、一般的に無毒で生分解性が高いため、化学系凝集剤に代わる
凝集剤として近年注目されている。バイオ凝集剤には、納豆の粘性物質として
知られるポリグルタミン酸やカニ殻から抽出されるキチン・キトサンなどが知
られているが、生産コストが高く、資源量が限られているため、化学系凝集剤
に比べて少量が使用されているに過ぎない。コストの低減と資源の再利用（再
生産）の観点から、有機性廃液から微生物にバイオ凝集剤を高生産させること
ができれば、上記問題を一挙に解決できる。 
大阪大学の藤田らは、酢酸やプロピオン酸からバイオ凝集剤を生産する
Citrobacter sp. TKF04株を分離した。この凝集剤は、カニ殻から抽出される
キチン・キトサンと類似の構造を有し、広い pH域で種々の懸濁質に対して優れ
た凝集活性を示したため、その発酵生産が検討された。基質となる低級脂肪酸
には、下水汚泥の嫌気消化液などが活用可能であり、生産コストの低減が期待
された。しかしながら、バイオリアクターによる発酵生産では、本菌株の凝集
剤の生産が安定せず、商業生産を断念している。この原因として、酢酸からア
ミノ多糖に至る合成経路の長さとこの菌株の炭素窒素代謝の制御の問題が挙げ
られる。そこで、本研究では、キチン・キトサン様バイオ凝集剤を安価に大量
  
生産するために、凝集剤高生産株のスクリーニング、ゲノム解析を通じたバイ
オ凝集剤生産経路の理解とそれに基づく代謝工学による凝集剤高生産株の育種
に取り組んだ。 
本論文は全 6編 11章から構成されており、概要は以下の通りである。第 1編
では、緒論として、これまでに報告されている凝集剤の微生物生産に関する情
報を整理し、また、バイオ凝集剤生産菌として分離された Citrobacter sp. TKF04
株の凝集剤生産に関するこれまでの研究状況についてまとめている。 
第 2 編第 1 章では、まず、Citrobacter 属細菌におけるバイオ凝集剤高生産
株の取得と生産能の分布を調査すべく、国内外の菌株保存機関より Citrobacter
属細菌菌株（合計 36株）を入手し、安定的に凝集剤を高生産する菌株のスクリ
ーニングを行い、複数の優良菌株を取得している。次いで第 2 章では、凝集剤
生産能を有する菌株について 16S rRNA配列に基づく系統関係と凝集剤生産能の
関係を明らかにし、凝集剤生産能が少なくとも Citrobacter 属の 4 種に分布す
ることも明らかにしている。第 3 章では、選択した優良菌株により生産された
凝集剤の分子量や構成糖の分析を実施し、すべての菌株が TKF04 株と同様のキ
チン・キトサン様バイオ凝集剤を生産することを確認している。 
 第 3編では、代謝工学的にバイオ凝集剤高生産株を構築するために、その第
一歩として、バイオ凝集剤生産機構を理解するため、凝集剤生産関連遺伝子の
探索を行っている。第 4章では、高い凝集活性を有する代表株として選定した
C. freundii IFO13545株のドラフトゲノム解析を実施し、その情報に基づき酢
酸からの凝集剤生合成の経路を推定している。ここで、これまで Citrobacter
属細菌では確立していなかった相同組換えによる遺伝子破壊法を検討し、その
後、酢酸からアセチル CoAを生産するアセチル CoAシンセターゼをコードする
と推定される acs、グリオキシル酸経路の重要酵素イソクエン酸リアーゼをコ
ードすると推定される aceAに着目し、それらの遺伝子の破壊を実施し、両遺伝
子が酢酸代謝及び凝集剤生産に必須であることを示している。次に第 5章では、
アミノ糖合成経路の重要酵素グルコサミン 6-リン酸シンターゼをコードすると
推定される glmS遺伝子、また、第 6章では、菌体外多糖の生産に深く関わると
推定されるグリコシルトランスフェラーゼをコードする cpsA、epsF、pgaCの 3
つの遺伝子をそれぞれ破壊し、pgaC遺伝子の重要性を明らかにしている。 
 第 4編第 7章では、バイオ凝集剤の発酵生産を念頭に置き、選択されたバイ
オ凝集剤高生産株である IFO 13545株について、TCAサイクル上の有機酸を中
心に凝集活性に与える炭素源の影響を、また、第 8章では、窒素源及び各種ア
ミノ酸の影響を検討している。 
 第 5編第 9章では、安価で容易に入手可能な廃糖蜜や廃グリセロールの炭素
  
源としての活用を前提として、アミノ糖合成経路入口の物質であるフルクトー
ス 6-リン酸をグルコースから蓄積するように、解糖系の下流経路の遮断、即ち、
ホスホフルクトキナーゼ A遺伝子 (pfkA)及びホスホフルクトキナーゼ B遺伝子 
(pfkB)の破壊、また、エントナードウドルフ経路の遮断、即ち、グリコース 6-
リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子 (g6pd)の破壊を実施し、遺伝子破壊株によるグ
ルコースからの凝集剤生産に成功している。さらに第 10章では、アミノ糖合成
経路上の 3つの遺伝子 glmU、glmS、glmMをゲノムに埋め込み（glmSについて
は、高活性が期待できる 2塩基変異導入遺伝子）、バイオ凝集剤の高生産化の手
法の一例を示している。また、第 11章では、解糖系や糖新生の代謝制御を行う
と推定される重要制御遺伝子 csrAを破壊し、凝集剤生産に及ぼす影響を検討し
ている。 
 第 6編では、本論文の総括として得られた結果のまとめを示している。 
 
２．論文審査結果の要旨 
凝集剤は、水中の懸濁質を除去するために、様々な分野で幅広く使用されてお
り、その市場規模は極めて大きい。生産コスト面から、鉄やアルミニウム等の金
属を含む無機系凝集剤やポリアクリルアミドのような合成高分子凝集剤が主に
使用されているが、これらの使用により発生する汚泥には、毒性や発ガン性、あ
るいは非生分解性の成分が多量に含まれるため、環境に大きな負荷をかけるとと
もに、安全な処理のために莫大な費用が必要である。一方、生物由来のバイオ凝
集剤は、生分解性があるため、安全かつ環境低負荷であり、将来的には、問題の
多い化学系凝集剤を代替するべきであるが、生産コストや資源量の問題が大きな
壁となってその転換が進んでいないのが現状である。 
本論文では、有機性廃液から微生物にバイオ凝集剤を安価で生産させることを
目的に、酢酸からキチン・キトサン系バイオ凝集剤を生産する Citrobacter属細
菌を研究対象に選定し、その高生産化を目指して研究を実施している。まず、菌
株保存機関から多数の Citrobacter属細菌を収集し、安定的に凝集剤を高生産す
る菌株のスクリーニングを行い、複数の優良菌株の取得に成功している。さらに、
凝集活性を有する菌株間の系統関係を遺伝子レベルで特徴付け、その生産能の分
布を明らかにしている。また、取得した優良株のバイオ凝集剤を化学分析し、そ
れらの凝集剤が TKF04株のものと同様にキチン・キトサン様の構造を有すること
を示している。一方、バイオ凝集剤の生産機構を理解するために、凝集剤生産菌
の 1株、C. freundii IFO 13545株のドラフトゲノム解析を実施し、合成経路を
推定するとともに、合成経路の重要遺伝子 acs, aceA, glmS, pgaC等の破壊を実
施し、経路の立証を行なっている。さらに、同菌株を用いて将来の発酵生産の最
  
適炭素源・窒素源の検討も実施している。 
また、安価で容易に入手可能な廃糖蜜や廃グリセロールを炭素源として活用す
るため、ドラフトゲノム解析で得られた遺伝情報を基に、代謝工学的手法により
グルコースを基質として凝集剤を生産できる菌株の育種に成功している。さら
に、凝集剤の高生産化を目指し、同じく代謝工学的手法により遺伝子強化を実施
し、凝集剤生産能の高い菌株の育種にも成功している。ここで得られた結果は、
ユニークなキチン・キトサン系バイオ凝集剤の生産機構を特徴づけた学問的に有
意義な成果であり、また、発酵培地の精密化や菌株の育種により、バイオ凝集剤
の高生産化の戦略とそのための基礎情報を与えた応用面からも有用な成果と考
えられ、将来のバイオ凝集剤の商業生産の可能性を示したものである。 
 
 よって本論文は博士（工学）の学位論文として価値のあるものと認める。 
 
 また、平成 26年 1月 20日、論文内容およびそれに関連する事項について試
問を行った結果、合格と判定した。                       
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